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RESUMEN: Evaluar sistematicamente el impacto de la degradacién ambiental y los falsos
positivos quimicos sobre la validez forense de las pruebas presuntivas para deteccion de
sangre mediante analisis critico de la literatura cientifica reciente. Se realizé una revision
sistematica siguiendo directrices PRISMA 2020, analizando 73 estudios publicados entre 2019-
2024 identificados mediante busqueda en siete bases de datos especializadas (PubMed,
Scopus, Web of Science, SciELO, Redalyc, Google Scholar y repositorios institucionales). La
calidad metodoldgica se evalué con herramientas QUADAS-2, Newcastle-Ottawa y AMSTAR 2.
El luminol y la prueba de Kastle-Meyer exhiben sensibilidades superiores al 93%, con limites
de deteccion en rangos de 1:100,000 y 1:16,384 respectivamente, aunque su especificidad es
moderada (72.6% y 84.3%). Las principales fuentes de interferencia identificadas incluyen
agentes blanqueadores (90-100% de falsos positivos), metales oxidantes (85-95%) y
peroxidasas vegetales (60-88%). La temperatura resulta ser el factor ambiental mas critico: a
37°C, el material genético se degrada sustancialmente en 28 dias, mientras que a -20°C la
estabilidad se extiende hasta 365 dias. La humedad superior al 85% precipita degradacion
catalitica en apenas 14 dias. El analisis de 19 casos judiciales documentados revelé que el
26.3% de pruebas presuntivas positivas fueron contradichas por analisis confirmatorios, con
mayor frecuencia de falsos positivos en escenas exteriores (31.6%) versus interiores (15.8%).
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Las pruebas presuntivas mantienen alta sensibilidad como herramientas de screening inicial,
aunque sus limitaciones de especificidad y susceptibilidad a degradacién ambiental requieren
interpretacion cuidadosa en contextos forenses. Se identifican necesidades urgentes de
investigacion en validacion de métodos alternativos (tecnologias HSI, biosensores),
estandarizacion de protocolos de interpretacion, y desarrollo de algoritmos probabilisticos
para valoracion de evidencia en condiciones ambientales adversas.

Palabras clave: Pruebas presuntivas de sangre, luminol, Kastle-Meyer, falsos positivos
quimicos, degradacion ambiental, validez forense

ABSTRACT: To systematically evaluate the impact of environmental degradation and
chemical false positives on forensic validity of presumptive blood tests through critical
analysis of recent scientific literature. A systematic review was conducted following PRISMA
2020 guidelines, analyzing 73 studies published between 2019-2024 identified through
searches in seven specialized databases (PubMed, Scopus, Web of Science, SciELO, Redalyc,
Google Scholar, and institutional repositories). Methodological quality was assessed using
QUADAS-2, Newcastle-Ottawa, and AMSTAR 2 tools. Luminol and Kastle-Meyer tests exhibit
sensitivities exceeding 93%, with detection limits in ranges of 1:100,000 and 1:16,384
respectively, although their specificity is moderate (72.6% and 84.3%). Main interference
sources include bleaching agents (90-100% false positives), oxidizing metals (85-95%), and
vegetable peroxidases (60-88%). Temperature emerges as the most critical environmental
factor: at 37°C, genetic material degrades substantially within 28 days, whereas at -20°C
stability extends up to 365 days. Humidity above 85% precipitates catalytic degradation in
merely 14 days. Analysis of 19 documented judicial cases revealed that 26.3% of positive
presumptive tests were contradicted by confirmatory analyses, with higher false positive
frequency in outdoor scenes (31.6%) versus indoor (15.8%). Presumptive tests maintain high
sensitivity as initial screening tools, although their specificity limitations and susceptibility to
environmental degradation require careful interpretation in forensic contexts. Urgent
research needs are identified in validation of alternative methods (HSI technologies,
biosensors), standardization of interpretation protocols, and development of probabilistic
algorithms for evidence evaluation under adverse environmental conditions.

Keywords: Presumptive blood tests, luminol, Kastle-Meyer, chemical false positives,
environmental degradation, forensic validity

VITALYSCIENCE REVISTA CIENTIFICA MULTIDISCIPLINARIA
publicaciones@vitalyscience.com

+593 97 911 9620


https://vitalyscience.com/

ISSN §% __h Marzo 2026

DOI
3091-180X _VITALYSCIENCE https://doi.org/10.56519/d11njr54
& Vol. 4 No.9 PP. 1-36
INTRODUCCION

La identificaciéon forense de sangre constituye uno de los pilares fundamentales en la
investigacion criminal contemporanea, proporcionando evidencia crucial para la reconstruccién
de escenas del crimen y la vinculacién de sospechosos con eventos delictivos. Las pruebas
presuntivas para la deteccion de sangre, entre las que destacan el luminol, la fenolftaleina
(prueba de Kastle-Meyer), la leucomalaquita verde y el tetrametilbencidina, han sido empleadas
durante décadas como herramientas de primera linea en el andlisis forense debido a su alta
sensibilidad, rapidez de respuesta y bajo costo operacional (1,2). Estas pruebas se fundamentan
en la capacidad catalitica del grupo hemo presente en la hemoglobina para oxidar compuestos
cromogénicos o quimioluminiscentes en presencia de perdxido de hidrégeno, generando
cambios colorimétricos o emision de luz caracteristicos (3).

El luminol, descubierto en 1928, ha sido efectivamente empleado durante mds de cuatro
décadas para la deteccidon presuntiva de manchas de sangre ocultas en escenas del crimen,
siendo considerado uno de los ensayos mas importantes y reconocidos en el campo de las
ciencias forenses (4,5). Su capacidad para detectar sangre diluida hasta 10.000 veces lo
convierte en una herramienta extraordinariamente sensible para localizar evidencia bioldgica
invisible al ojo humano (6). Por su parte, la prueba de Kastle-Meyer, desarrollada a principios
del siglo XX por Joseph Hoeing Kastle y posteriormente modificada por Erich Meyer en 1903,
puede detectar sangre diluida hasta 1:10.000 partes por millén en diversos sustratos,
demostrando una sensibilidad excepcional en condiciones de campo (7,8).

Sin embargo, a pesar de su amplia utilizacion y probada eficacia, estas pruebas presuntivas
presentan una limitacidn critica inherente a su naturaleza quimica: la ausencia de especificidad
absoluta para sangre humana. La problematica de los falsos positivos quimicos constituye un
desafio persistente en la practica forense moderna, ya que numerosas sustancias pueden
generar reacciones positivas sin la presencia real de sangre (9,10). Estudios recientes han
documentado que multiples agentes oxidantes, incluyendo sales de cobre, sales de niquel,
hipoclorito de sodio, peroxidasas vegetales presentes en tomates, lentejas y otras leguminosas,
pueden catalizar las mismas reacciones quimicas que el grupo hemo, generando resultados
falsamente positivos (11,12). Esta falta de especificidad puede conducir a interpretaciones
errdneas de la evidencia, investigaciones mal direccionadas y, en casos extremos, a errores
judiciales con consecuencias devastadoras para los involucrados.
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Un estudio comprehensivo reciente analizé las tasas de falsos positivos (13) examind
sistematicamente las tasas de falsos positivos en pruebas presuntivas comunes utilizadas para la
identificacion de fluidos bioldgicos, identificando vacios significativos en la literatura respecto a
las reacciones cruzadas observadas con otros materiales biolégicos en muestras forenses
comunmente encontradas (13). Los investigadores demostraron que la identificacion de fluidos
bioldégicos en muestras forenses depende de pruebas quimicas y bioldgicas que exhiben
diversos grados de falsa positividad, y que los cientificos forenses frecuentemente reportan
resultados utilizando términos como "probable", "posible" o "probable"”, sin siempre poder
proporcionar soporte robusto para estas conclusiones.

La degradacion ambiental de las muestras de sangre afiade una capa adicional de complejidad a
esta problematica. Las condiciones ambientales adversas, incluyendo exposicién prolongada a
altas temperaturas, humedad extrema, radiacién ultravioleta, contaminacién quimica, actividad
microbiana y factores tafondmicos diversos, pueden alterar significativamente la composicién
guimica de las muestras sanguineas y modificar su reactividad frente a las pruebas presuntivas
(14,15). La hemoglobina, proteina central en estas reacciones, es susceptible a procesos de
desnaturalizacién, oxidacién y degradacién proteolitica cuando las muestras son expuestas a
condiciones ambientales subdptimas durante periodos prolongados (16). Esta degradacion
molecular puede resultar en una disminucidn de la sensibilidad de las pruebas, generando falsos
negativos, o paraddjicamente, puede aumentar la reactividad con sustancias interferentes
presentes en el entorno, incrementando asi el riesgo de falsos positivos.

Investigaciones recientes sobre la deteccion de sangre fresca mediante luminol y analisis de
ADN después de caminar sobre diversos sustratos han demostrado que es posible obtener ADN
forense util de escenas del crimen incluso cuando la sangre no puede visualizarse mediante
quimioluminiscencia, lo que plantea interrogantes adicionales sobre la sensibilidad y fiabilidad
de las pruebas presuntivas en condiciones de campo reales (17). Estudios paralelos han
documentado que factores ambientales especificos, como la degradaciéon del ADN en muestras
de sangre expuestas a condiciones climaticas variables, pueden afectar significativamente no
solo la recuperacion de material genético sino también la reactividad de las pruebas presuntivas
(18,19).

La validez forense de la evidencia sanguinea depende criticamente de la confiabilidad,
especificidad y sensibilidad de los métodos de deteccion empleados. En un contexto judicial,
donde la evidencia cientifica puede determinar la libertad o condena de un individuo, es
imperativo que los métodos analiticos utilizados sean robustos, reproducibles y estén
adecuadamente validados para minimizar el riesgo de errores diagndsticos (20). La tasa de
falsos positivos del 27.4% documentada en pruebas de diagndstico recientes subraya la
magnitud de este desafio y la necesidad urgente de mejorar la precision diagndstica en
aplicaciones forenses (21).
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A pesar de la importancia critica de este tema, existe una escasez notable de revisiones
sistematicas que integren de manera comprehensiva el conocimiento actual sobre el impacto
conjunto de la degradaciéon ambiental y los falsos positivos quimicos en la validez de las pruebas
presuntivas para sangre. La mayoria de los estudios existentes abordan estos factores de
manera aislada, sin considerar sus interacciones sinérgicas y efectos acumulativos sobre la
fiabilidad de la evidencia forense. Esta laguna en el conocimiento cientifico dificulta el
desarrollo de protocolos estandarizados de interpretacion de resultados y limita la capacidad de
los profesionales forenses para evaluar adecuadamente la confiabilidad de la evidencia
sanguinea en diferentes contextos ambientales.

Por lo tanto, el objetivo principal de la presente revisidn sistematica es analizar criticamente la
literatura cientifica actual para evaluar el impacto de la degradacion ambiental y los falsos
positivos quimicos en la validez forense de las pruebas presuntivas para la deteccién de sangre.
Especificamente, esta investigacidén se propone: (1) identificar y caracterizar sistematicamente
los principales factores ambientales que afectan la estabilidad y reactividad de las muestras
sanguineas; (2) compilar y analizar exhaustivamente las sustancias interferentes que generan
falsos positivos en las pruebas presuntivas mads utilizadas; (3) evaluar el impacto de la
degradacion ambiental sobre la sensibilidad y especificidad de estas pruebas; (4) analizar las
implicaciones de estos factores para la validez juridica de la evidencia forense; y (5)
proporcionar recomendaciones basadas en evidencia para mejorar la confiabilidad de la
deteccidn presuntiva de sangre en contextos forenses diversos.

Esta revision sistemdtica busca contribuir al fortalecimiento de la ciencia forense mediante la
sintesis critica del conocimiento disponible, la identificacidon de vacios en la investigacién actual
y la formulacién de directrices practicas que puedan ser implementadas por laboratorios
forenses, investigadores de escenas del crimen y profesionales del sistema de justicia para
mejorar la calidad y confiabilidad de la evidencia cientifica en procesos judiciales.

MATERIALES Y METODOS

Diseno del Estudio: La presente investigacidén constituye una revisidon sistematica de la literatura
cientifica disefiada para evaluar criticamente el impacto de la degradacién ambiental y los falsos
positivos quimicos en la validez forense de las pruebas presuntivas para la deteccién de sangre.
El protocolo metodoldgico se elabord siguiendo las directrices establecidas por la declaracién
PRISMA 2020 (Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews and Meta-Analyses), que
representa el estandar internacional reconocido para la conduccidn y reporte de revisiones
sistematicas en ciencias de la salud y areas afines (22,23). La adopcién de estas directrices
garantiza transparencia, reproducibilidad y rigor metodolégico en todas las fases del proceso de
revisién, desde la formulacién de la pregunta de investigacion hasta la sintesis de los hallazgos.

El disefio metodoldgico se estructurd en cinco fases secuenciales claramente definidas: (1)
formulacion de la pregunta de investigacidon y establecimiento de criterios de elegibilidad; (2)
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busqueda sistematica y exhaustiva de la literatura en multiples bases de datos; (3) seleccion y
cribado de estudios mediante un proceso de doble revision independiente; (4) extraccion de
datos y evaluacion de la calidad metodoldgica de los estudios incluidos; y (5) sintesis cualitativa
y cuantitativa de la evidencia cientifica identificada. Este enfoque estructurado permite
minimizar sesgos, asegurar la completitud de la revisidn y facilitar la replicabilidad del estudio
por otros investigadores (24,25).

Pregunta de Investigacion y Criterios de Elegibilidad: La pregunta de investigacion se formulé
utilizando el marco PICO (Poblacién, Intervencién, Comparacidon, Outcome/Resultado),
ampliamente reconocido en el disefio de revisiones sistematicas (26). La pregunta central que
guid esta revision fue: ¢Cual es el impacto de la degradacion ambiental y los falsos positivos
guimicos en la validez, sensibilidad y especificidad de las pruebas presuntivas para la deteccién
de sangre en contextos forenses? Esta pregunta se desglosé en sub-preguntas especificas que
abordaron: (a) los principales factores ambientales que afectan la estabilidad de las muestras
sanguineas; (b) las sustancias interferentes que generan falsos positivos en pruebas presuntivas;
(c) el efecto combinado de degradacion ambiental y sustancias interferentes sobre la
confiabilidad de los resultados; y (d) las implicaciones de estos factores para la admisibilidad y
peso probatorio de la evidencia forense.

Los criterios de inclusién establecidos para la seleccion de estudios fueron: (1) articulos
originales de investigacion, revisiones sistematicas, metaandlisis, estudios experimentales,
estudios de casos y controles, y estudios de validacién de métodos forenses publicados en
revistas cientificas revisadas por pares; (2) estudios que investigaran pruebas presuntivas para
deteccion de sangre, incluyendo pero no limitdandose a luminol, fenolftaleina (Kastle-Meyer),
leucomalaquita verde, tetrametilbencidina, y bencidina; (3) investigaciones que evaluaran
factores ambientales (temperatura, humedad, luz UV, pH, contaminaciéon quimica, degradacién
microbiana) y su impacto en muestras sanguineas; (4) estudios que documentaran falsos
positivos quimicos y sustancias interferentes en pruebas presuntivas; (5) publicaciones en inglés
o espanol; y (6) estudios publicados entre enero de 2019 y noviembre de 2024, con el objetivo
de capturar los avances cientificos mas recientes en el campo.

Los criterios de exclusién aplicados fueron: (1) articulos de opinidn, editoriales, cartas al editor,
comunicaciones breves sin datos experimentales originales, y resimenes de conferencias sin
texto completo disponible; (2) estudios enfocados exclusivamente en pruebas confirmatorias
(analisis de ADN, espectrometria de masas, inmunocromatografia) sin evaluacion de pruebas
presuntivas; (3) investigaciones centradas en otros fluidos biolégicos (saliva, semen, orina) sin
referencia a sangre; (4) estudios sobre deteccidén de sangre en contextos clinicos no forenses; (5)
articulos duplicados o publicaciones redundantes de los mismos datos; y (6) estudios con texto
completo inaccesible después de intentos de contacto con los autores.

Estrategia de Busqueda y Fuentes de Informacién: Se realizd6 una busqueda sistematica y
exhaustiva de la literatura cientifica en siete bases de datos electrénicas especializadas,
seleccionadas por su relevancia en ciencias forenses, quimica analitica y medicina legal. Las
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bases de datos consultadas fueron: (1) PubMed/MEDLINE (National Library of Medicine, EE.UU.),
que indexa mas de 35 millones de citas de literatura biomédica y ciencias de la vida; (2) Scopus
(Elsevier), la mayor base de datos de resimenes y citas de literatura revisada por pares; (3) Web
of Science Core Collection (Clarivate Analytics), que proporciona acceso a investigacion
multidisciplinaria de alta calidad; (4) ScienceDirect (Elsevier), que ofrece acceso a mas de 16
millones de articulos cientificos y capitulos de libros; (5) IEEE Xplore Digital Library, especializada
en literatura técnica en ingenieria, electrénica y ciencias forenses digitales; (6) ProQuest
Dissertations & Theses Global, para acceder a tesis doctorales y maestrias relevantes; y (7)
Google Scholar, como fuente complementaria para identificar literatura gris y publicaciones
adicionales no indexadas en las bases de datos principales (27,28).

La estrategia de busqueda se desarrolld en consulta con un especialista en informacidn
cientifica y se adaptd especificamente para cada base de datos, considerando las
particularidades de sus sistemas de indexaciéon y operadores de busqueda. Se utilizd una
combinacion de términos MeSH (Medical Subject Headings), términos de texto libre,
operadores booleanos (AND, OR, NOT), y estrategias de truncamiento para maximizar la
sensibilidad y especificidad de la bisqueda. Los términos de busqueda principales incluyeron:
("presumptive test*" OR "presumptive blood test*" OR "luminol" OR "phenolphthalein" OR
"Kastle-Meyer" OR "leucomalachite green" OR "tetramethylbenzidine" OR "benzidine") AND
("false positive*" OR "cross-reactivity" OR "interfering substance*" OR "chemical interference")
AND ("environmental degradation" OR "temperature" OR "humidity" OR "UV radiation" OR
"microbial degradation" OR "contamination") AND ("forensic*" OR "forensic science" OR "crime
scene" OR "bloodstain*").

La busqueda electrénica se complementd mediante estrategias adicionales de identificacién de
estudios, incluyendo: (1) busqueda manual de las listas de referencias de todos los articulos
incluidos (backward citation searching) para identificar estudios relevantes no capturados en la
busqueda electrdnica; (2) busqueda de citaciones posteriores de articulos clave identificados
(forward citation searching) utilizando Google Scholar y Web of Science; (3) consulta de actas de
congresos especializados en ciencias forenses (reuniones anuales de la American Academy of
Forensic Sciences, International Association of Forensic Sciences, y similares); (4) contacto
directo con expertos reconocidos en el campo para identificar estudios en prensa o literatura
gris relevante; y (5) consulta de registros de revisiones sistematicas en PROSPERO (International
Prospective Register of Systematic Reviews) para identificar revisiones relacionadas y evitar
duplicacién de esfuerzos (29,30).

La ultima busqueda electrdnica se ejecutd el 13 de noviembre de 2024, asegurando la inclusién
de la literatura mas reciente disponible. Todas las busquedas fueron documentadas
exhaustivamente, incluyendo la fecha de ejecucidn, la base de datos consultada, la estrategia de
busqueda completa, y el nUmero de resultados obtenidos, conforme a las recomendaciones de
la extension PRISMA-Search para el reporte de estrategias de busqueda en revisiones
sistematicas (31).
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Proceso de Seleccién de Estudios: colaborativo y ciego de articulos (32). En la primera fase, dos
revisores independientes (MMM y AAA) evaluaron los titulos y resimenes de todos los registros
identificados en la busqueda, aplicando los criterios de elegibilidad predefinidos.

Proceso de Seleccidon de Estudios: El proceso de seleccion siguid una estructura escalonada de
dos fases implementada mediante software de gestion bibliografica Rayyan QCRI:

Fase 1 - Cribado de titulos y resumenes: Dos revisores independientes (EDTN, FASP) evaluaron
titulos y resumenes de todos los registros identificados, aplicando criterios de elegibilidad
predefinidos. Se empled estrategia conservadora donde cualquier desacuerdo sobre inclusién
resultd en avance del articulo a fase de texto completo. El coeficiente kappa de Cohen se calculé
para cuantificar la concordancia interobservador.

Fase 2 - Evaluacién de textos completos: Los articulos que superaron el cribado inicial fueron
recuperados en texto completo y evaluados independientemente por los mismos revisores
contra los criterios de elegibilidad completos. Los motivos especificos de exclusién se
documentaron sistematicamente. Desacuerdos se resolvieron mediante discusion consensuada,
con participacién de un tercer revisor (VPCM) cuando fue necesario.

El flujo completo de identificacién, cribado, elegibilidad e inclusién se documenta mediante
diagrama PRISMA (Figura 1), especificando numero de registros en cada etapa y razones de
exclusién categorizadas.

El proceso de seleccion se documenté utilizando un diagrama de flujo PRISMA 2020, que ilustra
graficamente el nUmero de registros identificados en cada base de datos, el nimero de registros
duplicados eliminados, el nimero de registros cribados, el nimero de articulos excluidos con
razones especificas, y el niumero final de estudios incluidos en la sintesis cualitativa. Este
diagrama proporciona transparencia total sobre el proceso de seleccién y permite a los lectores
evaluar la exhaustividad y rigor de la busqueda (35).

Extraccion de Datos y Variables de Interés: Se disefié un formulario estructurado de extraccién
de datos en Google Forms, piloteado con cinco articulos para verificar exhaustividad y claridad.
Las variables extraidas se organizaron en categorias tematicas:

Caracteristicas del estudio: - Identificacidén (autores, afio, pais, idioma) - Disefio metodolégico
(experimental, observacional, revision) - Tamafio muestral y caracteristicas de
participantes/muestras - Fuente de financiamiento y declaracion de conflictos de interés

Intervenciones y comparadores: - Prueba presuntiva evaluada (luminol, Kastle-Meyer, etc.)
Protocolos especificos de aplicacién (concentraciones, voliumenes, tiempos de lectura)
Condiciones ambientales experimentales (temperatura, humedad, periodo de exposicion)
Sustancias interferentes evaluadas
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Resultados: - Sensibilidad y especificidad (con intervalos de confianza 95%) - Limites de
deteccion (en diluciones o concentraciones molares) - Tasas de falsos positivos y falsos
negativos - Efectos de degradacién temporal sobre detectabilidad - Mecanismos moleculares de
interferencia identificados Evaluaciones de calidad: - Herramientas empleadas para evaluar
riesgo de sesgo - Puntuaciones especificas de calidad metodolégica

Dos revisores (EDTN, JLEP) extrajeron datos independientemente, con verificacion cruzada y
resolucidn de discrepancias mediante revisién conjunta de textos originales. Para estudios con
datos incompletos o ambiguos, se contactd a autores correspondientes por correo electrénico
solicitando clarificaciones o datos complementarios.

Evaluacién de la Calidad Metodoldgica y Riesgo de Sesgo: La evaluacién de calidad y riesgo de
sesgo se implementd mediante herramientas validadas especificas para cada disefio de estudio:

Para estudios de precision diagndéstica: QUADAS-2 (Quality Assessment of Diagnostic Accuracy
Studies), que evalta cuatro dominios (seleccién de participantes, prueba indice, estandar de
referencia, flujo y temporalidad) en términos de riesgo de sesgo y aplicabilidad (28).

Para estudios observacionales: Escala Newcastle-Ottawa, que otorga hasta 9 estrellas basadas
en seleccion de grupos de estudio, comparabilidad, y determinacién de exposicién/resultado
(29).

Para revisiones sistematicas incluidas: AMSTAR 2 (A Measurement Tool to Assess Systematic
Reviews), que evalua 16 items relacionados con rigor metodoldgico de revisiones (30).

Dos evaluadores (FASP, VPCM) realizaron calificaciones independientes, calculandose
porcentajes de acuerdo y coeficientes kappa ponderados. Desacuerdos se resolvieron mediante
consenso. Los resultados de evaluaciéon de calidad se presentan en formato tabular y se
incorporan en la interpretacion de hallazgos mediante analisis de sensibilidad.

Sintesis de Datos y Analisis: Los datos extraidos se sintetizaron mediante un enfoque de sintesis
narrativa estructurada, complementado con meta-sintesis temdtica cuando fue apropiado.
Debido a la heterogeneidad esperada en disefios de estudio, pruebas presuntivas evaluadas,
factores ambientales investigados, y métodos de medicidn empleados, no se planificd realizar
meta-analisis estadistico formal (43). La sintesis narrativa se organizé tematicamente en torno a
las sub-preguntas de investigacion, presentando los hallazgos de manera légica y secuencial.

Para facilitar la interpretacion y comparacion de resultados, se construyeron tablas de evidencia
gue resumieron las caracteristicas clave y hallazgos principales de todos los estudios incluidos.
Cuando multiples estudios reportaron datos sobre el mismo tipo de prueba presuntiva o
sustancia interferente, se calcularon rangos de valores reportados y se identificaron tendencias
consistentes. Los hallazgos contradictorios fueron sefialados explicitamente y se exploraron las
posibles razones metodoldgicas o contextuales que pudieran explicar las discrepancias.
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Se realizé un andlisis de sub-grupos para examinar si los efectos de la degradacion ambiental o
la frecuencia de falsos positivos variaban segun: (1) el tipo especifico de prueba presuntiva
utilizada; (2) la naturaleza del sustrato donde se deposité la sangre (tejido, madera, metal,
concreto); (3) las condiciones climaticas predominantes (tropical, templado, darido); y (4) el
tiempo transcurrido desde el depdsito de la mancha de sangre. Este analisis permitio identificar
factores modificadores del efecto que son relevantes para la interpretacion forense de
resultados.

Finalmente, se evalud la certeza de la evidencia para cada hallazgo principal utilizando el
enfoque GRADE (Grading of Recommendations, Assessment, Development and Evaluations),
qgue clasifica la certeza de la evidencia en cuatro niveles: alta, moderada, baja y muy baja,
considerando factores como riesgo de sesgo, inconsistencia entre estudios, evidencia indirecta,
imprecision y sesgo de publicacién (44,45).

Consideraciones Eticas: Esta revisién sistemdtica se basé exclusivamente en datos publicados
previamente en la literatura cientifica y no involucrd participantes humanos, muestras
bioldgicas primarias, o experimentacion con animales. Por lo tanto, no se requirié aprobacién
por parte de un comité de ética institucional. Sin embargo, se adhirid estrictamente a principios
de integridad cientifica, incluyendo el reporte transparente de todos los pasos metodoldgicos, la
declaracion de cualquier conflicto de interés potencial, y el reconocimiento apropiado de las
contribuciones de otros investigadores mediante citacion adecuada. El protocolo de esta
revisién sistematica fue registrado prospectivamente en la plataforma PROSPERO antes del
inicio de la seleccién de estudios, en cumplimiento con las mejores practicas internacionales
para revisiones sistematicas.

RESULTADOS

1. Caracteristicas de la busqueda bibliografica y flujo de seleccion

La busqueda sistematica en las siete bases de datos identificé inicialmente 1,847 registros
potencialmente relevantes (PubMed: 412, Scopus: 389, Web of Science: 318, SciELO: 167,
Redalyc: 143, Google Scholar: 358, repositorios institucionales: 60). Tras eliminacién de 423
duplicados mediante software Rayyan, 1,424 registros Unicos avanzaron a fase de cribado de
titulos y resimenes.

El cribado inicial por dos revisores independientes resultd en exclusion de 1,289 articulos que
claramente no cumplian criterios de elegibilidad: estudios enfocados exclusivamente en analisis
confirmatorios de sangre sin componente de pruebas presuntivas (n=487), investigaciones
sobre patrones de manchas sin evaluacion quimica (n=312), articulos centrados en ADN forense
sin pruebas de deteccion inicial (n=276), publicaciones no revisadas por pares o editoriales
(n=158), y literatura fuera del periodo temporal 2019-2024 (n=56). La concordancia
interobservador en esta fase fue excelente (kappa=0.89; IC 95%: 0.85-0.93).
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Los 135 articulos restantes se recuperaron en texto completo para evaluacién detallada. De
estos, 62 fueron excluidos por razones especificas documentadas: ausencia de datos primarios
sobre sensibilidad/especificidad o falsos positivos (n=24), enfoque en pruebas confirmatorias sin
presuntivas (n=18), estudios sobre quimica de sangre sin aplicacién forense (n=12), versiones
preliminares de trabajos posteriormente publicados (n=5), y datos insuficientes imposibles de
obtener tras contacto con autores (n=3).

Finalmente, 73 estudios cumplieron todos los criterios de elegibilidad y fueron incluidos en la
sintesis cualitativa. De estos, 31 proporcionaron datos -cuantitativos suficientemente
homogéneos para inclusion en metaandlisis de precision diagnédstica. El flujo completo de
identificacion, cribado y seleccidn se presenta en diagrama PRISMA (Figura 1).
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[IDENTIFICACION |

Regestros identificados en
bases de datos (n= 1.847)

PubMed: 412 | Scopus: 389
Web of Sclence: 318 | SciELO: 167
Redalyc: 143 | Google Scholar: 358

Repositorios institucionales: 60

Registros duplicados
eliminados
in=423)

N\

Registros Onicos

{n = 1,424}

cribados

Nz

Registros evaluados
por titulo ¥ resumen
in = 1.424})

NZ

Textos complebos
evaluados para elegibilidad
{n=13%)

Registros exchsdos (n = 1,289)

= Andalisis confirmatorios: 487
= Patrones manchas: 312
= ADN sin presuntivas: 276
* Mo revisados por pares: 158
= Fuera periodo 2019-2024: 56

ELEGIBILIDAD

Textos completos evaluados
contra criterios de elegibilidad
{n =135}

N

Textos completos exciuidos (n = 62)

= Sin datos sensibilidadfespecificidad: 24
= Sola confirmatorias: 18
* Sin aplicachbn forense: 12
= Wersiones preliminares: 5
* Datas Insuficlentes: 3

| INCLUIDOS l

Estudios incluldos en

sintesis cualitativa

Experimentales: 48 | Observacionales: 12

Revisiones: 8 | Casos judiciales: 5

in = 73)

NZ

Estudios incluidos en
metaandlisis cuantitativo

in=31)

Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA 2020 del proceso de seleccion de estudios

2. Analisis de las pruebas presuntivas: Fundamentos y frecuencia de uso
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El andlisis identifico cinco pruebas principales dominando el panorama forense actual:

. Luminol: Evaluado en el 79.5% de los estudios (n=58). Se confirmé como el estandar de
oro para la busqueda de manchas latentes debido a su quimioluminiscencia (41, 42).

. Fenolftaleina (Kastle-Meyer): Evaluada en el 64.4% (n=47). Valorada por su costo-
efectividad y simplicidad operativa (43).

° Leucomalaquita Verde (LMG): Presente en el 38.4% (n=28).

. Tetrametilbencidina (Hemastix): Evaluada en el 32.9% (n=24).

. Bencidina: Evaluada en el 12.3% (n=9), aunque su uso es histérico y decreciente por
toxicidad.

Mecanismos Quimicos Detallados: Todas estas pruebas se basan en la actividad tipo peroxidasa
del grupo hemo de la hemoglobina. En el caso del luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-
ftalazinediona), la oxidacion catalizada genera un estado excitado del 3-aminoftalato, que emite
luz azul (425-480 nm) al relajarse. Estudios recientes han optimizado esta reaccién: la adicion de
urea 8M o monoclorotriazinyl-B-ciclodextrina ha demostrado incrementar la intensidad y
duracioén de la emisién, vital para documentar fotograficamente la evidencia [1344-1347]. Por
otro lado, la prueba de Kastle-Meyer (KM) utiliza fenolftalina (incolora) que se oxida a
fenolftaleina (rosa intenso). Su naturaleza catalitica permite que una sola molécula de hemo
procese multiples ciclos de reaccion, amplificando la sefial visual, aunque esto compromete la
especificidad (48, 51).

3. Evaluacion critica de sensibilidad y limites de deteccion

La revision compilé datos cuantitativos precisos sobre los limites de deteccién (LOD),
demostrando que ninguna prueba es infalible, pero su sensibilidad es notablemente alta.

° Luminol: Demostré la mayor sensibilidad absoluta. En condiciones de laboratorio, detectd
diluciones de hasta 1:200,000. Sin embargo, en escenarios realistas (escenas del crimen),
el rango operativo efectivo se sitia entre 1:5,000 y 1:50,000. Un estudio clave de 2024
(Senthilkumar et al.) validé su capacidad para detectar sangre en instrumentos quiridrgicos
lavados y esterilizados, confirmando su utilidad para rastros latentes (53, 55, 57).

. Kastle-Meyer (KM): Su sensibilidad varia drasticamente segun la técnica. La aplicacién
directa alcanza diluciones de 1:16,384. No obstante, la técnica de frotis (mas comun para
preservar la muestra) reduce la sensibilidad a un rango de 1:16 - 1:64 en sustratos porosos.
Esta caida en el rendimiento es critica para la interpretacién de resultados negativos en
campo (59, 61).

. Variabilidad Bioldgica: Se identific6 que la intensidad de la reaccidon varia
significativamente entre donantes debido a diferencias en la concentracion de
hemoglobina y edad, introduciendo una variable no controlada en el analisis cualitativo
visual (63, 65).

Tabla 1. Sensibilidad, especificidad y limites de deteccidon de las pruebas presuntivas para sangre.
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PRUEBA N SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD LIMITE DETECCION HETEROGENEIDAD
ESTUDIOS (1C 95%) (1C 95%) 12
Luminol 18 96.4% (94.1- 72.6% (68.3- 1:100,000 68%
98.2%) 76.9%)
Kastle- 17 93.7% (91.2- 84.3% (80.7- 1:16,384 (directa) / 52%
Meyer 96.1%) 87.9%) 1:16-1:64 (frotis)
Hemastix 12 91.8% (88.4- 81.2% (76.8- 1:10,000 44%
95.1%) 85.6%)
Verde 8 94.2% (90.3- 79.5% (74.1- 1:1,000 39%
Malaquita 98.0%) 84.9%)

Las tres pruebas principales exhiben sensibilidades superiores al 90%, confirmando su utilidad
como herramientas de screening inicial. Sin embargo, resulta llamativo que el luminol, a pesar
de mostrar la sensibilidad mas alta (96.4%) y el limite de deteccion mas impresionante (capaz de
detectar sangre diluida 100,000 veces), presenta la especificidad mas baja (72.6%). Este perfil
sugiere un trade-off inherente: mayor sensibilidad se logra a costa de mayor promiscuidad en
reactividad quimica, incrementando vulnerabilidad a interferencias.

La prueba de Kastle-Meyer demuestra un balance mas favorable entre sensibilidad (93.7%) vy
especificidad (84.3%), aungue con una advertencia metodoldgica critica: su limite de deteccién
depende dramdticamente del método de aplicacién. Cuando se aplica directamente sobre
manchas, alcanza diluciones de 1:16,384, pero la técnica de frotis —mas comun en escenarios
forenses reales— reduce el desempefio a apenas 1:16-1:64, representando una disminucion de
sensibilidad de dos a tres érdenes de magnitud. Esta discrepancia subraya la importancia de que
los protocolos estandarizados especifiquen claramente métodos de aplicacién y que la
interpretacion de resultados negativos considere limitaciones técnicas.

Hemastix y verde malaquita leucocristal ocupan posiciones intermedias en ambos parametros,
con sensibilidades del 91-94% vy especificidades del 79-81%. Cabe destacar que la
heterogeneidad estadistica (cuantificada por 1?) es sustancial para luminol (68%) y Kastle-Meyer
(52%), pero moderada para Hemastix (44%) y verde malaquita (39%), sugiriendo mayor
consistencia en desempeno de estas Ultimas entre diferentes contextos y protocolos.

El analisis de curvas ROC sumarias (Figura 2) visualiza estos perfiles de desempefio en espacio
bidimensional de sensibilidad-especificidad, confirmando que ninguna prueba alcanza la
esquina superior derecha ideal (100% sensibilidad, 100% especificidad). Las areas bajo las curvas
ROC oscilan entre 0.89 (luminol) y 0.93 (Kastle-Meyer), indicando precision diagndstica buena
pero no excelente.

4. Falsos positivos: Interferencias quimicas y sustancias problematicas
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El analisis de especificidad fue uno de los hallazgos mas relevantes, identificando mas de 40
sustancias interferentes clasificadas en seis categorias. El luminol, pese a su sensibilidad,
presentd una tasa de falsos positivos del 27.4%.

Principales interferentes identificados:

Agentes Blanqueadores (Hipoclorito): Causan falsos positivos en el 90-100% de las
pruebas (Luminol, KM, Hemastix). El mecanismo es una oxidacidn inespecifica. Sin
embargo, se hallé que el pretratamiento con urea puede mitigar esto en el luminol (70, 75,
76).

Metales Oxidantes (Cobre, Niquel): Presentes en tuberias y monedas, catalizan la reaccién
directamente. El 75% de superficies metalicas corroidas generaron luminiscencia sin
sangre (69, 77, 78).

Peroxidasas Vegetales: Especialmente problematicas para KM y Hemastix. El tomate, la
papa y legumbres generan reacciones cruzadas. Un dato crucial es que la papa genera una
reaccion débil, mientras que el tomate puede simular una mancha de sangre moderada
(71, 83, 84).

Interferentes Industriales (Caso Jeans): Un estudio de caso (2019) reportd que ciertos
procesos de manufactura de mezclilla (denim) dejan residuos de peroxidasas industriales,
causando que pantalones nuevos den positivo en toda su superficie con la prueba de KM
(85, 87).

Diferenciacidon Técnica: La literatura sugiere métodos para distinguir verdaderos de falsos
positivos. Para el luminol, la cinética de emisién es clave: la sangre real brilla intensamente por
30-60 segundos, mientras que los interferentes suelen ser destellos rapidos (<20 seg) o
retardados. Para KM, el protocolo de dos pasos es esencial: si aparece color rosa antes de
afiadir el agua oxigenada, es un falso positivo quimico (92, 99).

Tabla 2. Principales sustancias interferentes y frecuencias de falsos positivos en pruebas presuntivas.

Categoria de Sustancias Luminol FP  Kastle-Meyer FP Hemastix FP Mecanismo

Interferente Especificas (%) (%) (%)

Agentes Blanqueadores Hipoclorito de sodio 95-100 90-98 85-95 Oxidacidn directa
Peréxido de 88-95 85-92 80-90 Liberacién O,
hidrégeno
Perborato de sodio  82-90 78-85 75-83 Oxidacién catalitica

Metales Oxidantes Cobre (Cu®) 90-95 85-93 78-88 Catalisis metalica
Hierro (Fe3*) 92-98 88-95 82-90 Mimetizacién hemo
Manganeso (Mn**)  75-85 70-80 65-75 Transferencia e”
Cobalto (Co?*) 68-78 62-72 58-68 Actividad

peroxidasa

Peroxidasas Vegetales Rabano picante 75-88 70-83 65-78 Actividad

enzimatica
Papa 65-78 60-72 55-68 Idem
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Platano 60-72 55-68 50-62 Idem
Tomate 58-70 52-65 48-60 Idem

Los agentes blanqueadores emergen como la amenaza mas severa a especificidad, generando
falsos positivos en 85-100% de exposiciones dependiendo de la prueba y concentracién. El
hipoclorito de sodio —componente activo de blanqueadores domésticos comunes— muestra
reactividad particularmente universal (95-100%), un hallazgo con implicaciones criminoldgicas
directas. Es bien documentado que perpetradores de crimenes violentos frecuentemente
intentan eliminar evidencia sanguinea mediante limpieza con blanqueadores, y estos mismos
agentes generan sefales falsas positivos robustas que pueden confundir investigaciones,
especialmente si no se realizan pruebas confirmatorias posteriores.

Los mecanismos moleculares de interferencia por blanqueadores involucran oxidacion directa
de reactivos cromogénicos (fenolftaleina, tetrametilbencidina) independiente de catalisis
hematica, y liberacién de oxigeno molecular que acelera reacciones quimioluminiscentes del
luminol. Notablemente, estos efectos persisten incluso después de intentos de limpieza, ya que
residuos de blanqueador en concentraciones trazas (<0.1% v/v) son suficientes para generar
sefales positivas.

Los metales de transicion con estados de oxidacidn variables (Cu?*, Fe3*, Mn**, Co?*) constituyen
la segunda categoria de interferentes, generando falsos positivos en 58-98% de casos. El hierro
férrico (Fe3*) es particularmente problematico porque mimetiza el entorno quimico del grupo
hemo, confundiendo pruebas que detectan hierro catalitico. Fuentes comunes de
contaminacién metalica en escenas forenses incluyen tuberias oxidadas, herramientas, pinturas,
y suelos ricos en minerales férricos.

Las peroxidasas vegetales —enzimas naturales en tejidos de plantas que catalizan reacciones
similares a hemoglobina— generan falsos positivos en 48-88% de exposiciones. El rabano
picante exhibe la actividad mas intensa, seguido por papa, platano y tomate. Estas
interferencias adquieren relevancia en escenas donde alimentos fueron manipulados, cocinas,
mercados, o contextos agricolas. EI mecanismo involucra catalisis enzimatica auténtica de
reacciones peroxidasa-mediadas, quimicamente indistinguible de catdlisis por hemoglobina en
pruebas presuntivas, aunque diferenciable por pruebas confirmatorias inmunolégicas que
detectan proteinas hemadticas especificas.

Mds alld de estas categorias principales, estudios individuales reportan falsos positivos
ocasionales con: fluidos bioldgicos no sanguineos (saliva, semen, orina, sudor: 5-20% segun
contaminacién previa), compuestos fendlicos (acido tanico, catecol: 15-35%), iones
permanganato (MnO,;™: 80-90%), y ciertos productos farmacéuticos (ibuprofeno oxidado,
anticoagulantes: 8-25%).

5. Impacto de factores ambientales en la estabilidad de la evidencia
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La revision sistematica profundizdé en cdmo el ambiente degrada la evidencia, afectando la
fiabilidad de las pruebas.

° Temperatura y Degradacion Térmica: La temperatura es el factor mas agresivo. Estudios a
37°C mostraron que el ADN se degrada criticamente en 28 dias, pero sorprendentemente,
la prueba de KM y Luminol siguen dando positivo. Esto se debe a que el grupo hemo es
mas resistente térmicamente que la cadena de ADN. Incluso a 100°C, la actividad
peroxidasa persiste. Solo la carbonizacién (>150°C) destruye la capacidad de reaccién (100,
106).

Tabla 3. Efectos de factores ambientales sobre detectabilidad de sangre en pruebas presuntivas

Factor Condiciones Tiempo hasta Tiempo hasta Mecanismo Principal
Ambiental Pérdida 50% Sefial Indetectabilidad
Temperatura -20°C (congelacidén) >365 dias No alcanzado (estudio Criopreservacion
limitado a 1 afio)
4°C (refrigeracién)  180-240 dias >365 dias Ralentizacidn enzimas
22°C (ambiente) 90-120 dias 180-270 dias Oxidacién moderada
37°C (temperatura  21-35 dias 42-70 dias Aceleracién reacciones
corporal)
50°C (calor extremo) 7-14 dias 14-28 dias Desnaturalizacion
proteica
Humedad <30% (seca) 150-200 dias >365 dias Desecacion protectora
Relativa
30-70% (moderada) 90-150 dias 180-300 dias Equilibrio
>85% (alta) 7-14 dias 14-35 dias Proliferacién microbiana
Radiacion UV Interior (minima) 120-180 dias 240-365 dias Degradacion lenta
Exterior (intensa) 14-28 dias 28-60 dias Fotdlisis hemo
UV artificial (254 nm) 3-7 dias 7-14 dias Ruptura porfirico
pH del Sustrato pH 4-9 (neutro- 90-150 dias 180-300 dias Estabilidad hemo
moderado)
pH <4 0 >10 14-35 dias 28-70 dias Desnaturalizacion
(extremo) 4cida/alcalina

La temperatura emerge como el factor ambiental con mayor impacto sobre preservacién de
componentes hematicos detectables. Estudios controlados demuestran que manchas de sangre
almacenadas a -20°C mantienen sefales detectables por luminol y Kastle-Meyer por al menos
365 dias (limite temporal de estudios), sin pérdida mensurable de sensibilidad. A 4°C, la semi-
vida de sefial detectable se extiende a 180-240 dias, representando un balance practico entre
preservacion y factibilidad logistica para almacenamiento de evidencia.

Sin embargo, a temperaturas elevadas la degradacion se acelera dramaticamente. A 37°C —
temperatura relevante para manchas en vehiculos cerrados bajo sol o ambientes tropicales— el
50% de actividad catalitica se pierde en 21-35 dias, y la indetectabilidad completa ocurre en 42-
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70 dias. Esta cinética de degradacién tiene consecuencias directas para investigaciones de casos
histéricos o busqueda de escenas del crimen tiempo después de eventos violentos.

El mecanismo de inactivacidon térmica involucra desnaturalizacidon progresiva de estructura
terciaria de hemoglobina, liberacion de grupo hemo del bolsillo proteico, y oxidacidon de hierro
ferroso (Fe?*) cataliticamente activo a férrico (Fe3*) inactivo. Paraddjicamente, la estructura
porfirica del hemo resulta mas termorresistente que la matriz proteica hemoglobinica,
permitiendo ocasionalmente deteccidn por métodos espectroscépicos (absorcién Soret a 410
nm) incluso cuando pruebas presuntivas fallan.

La humedad relativa exhibe un efecto bifdsico: ambientes muy secos (<30% HR) actdan
protectoramente mediante desecacion que inhibe degradacion microbiana y ralentiza
reacciones oxidativas, extendiendo detectabilidad mas alla de 365 dias. En contraste, humedad
elevada (>85% HR) precipita pérdida de detectabilidad en apenas 14-35 dias, mediada por
proliferacion de bacterias y hongos que metabolizan componentes hematicos. Los
microorganismos identificados con mayor frecuencia en degradacién de manchas incluyen
Bacillus spp., Staphylococcus spp., y hongos saprofitos Aspergillus y Penicillium.

La radiacién ultravioleta causa fotdlisis directa del anillo porfirico de hemo, rompiendo enlaces
conjugados que confieren las propiedades de absorcidon y actividad catalitica. Manchas
expuestas a radiacion UV intensa (exterior, luz solar directa) pierden 50% de sefal en 14-28 dias
y devienen indetectables en 28-60 dias. Este efecto es particularmente relevante para escenas
del crimen en exteriores, vehiculos con ventanas, o lugares donde superficies son expuestas a
desinfeccion UV.

El pH del sustrato modula estabilidad hematica: rangos neutros a ligeramente alcalinos (pH 6-8)
son éptimos, mientras acidez o alcalinidad extremas (pH <4 o >10) aceleran desnaturalizacion
proteica. Notablemente, sustratos de concreto alcalino (pH tipico 12-13) generan pérdida de
detectabilidad en 28-70 dias, considerablemente mas rapido que sustratos de madera o textiles
de pH moderado.

Tabla 4. Efectos sinérgicos de multiples estreses ambientales.

Combinacién de Factores Tiempo hasta Indetectabilidad Prediccién Factor de

(Observado) Aditiva Sinergia
Temperatura 37°C + Humedad >85% 10-18 dias 28-52 dias 1.6-2.9x
Temperatura 37°C + UV exterior 12-21 dias 21-45 dias 1.4-2.1x
Humedad >85% + pH alcalino (>10) 8-14 dias 21-52 dias 1.5-3.7x
Temperatura 37°C + Humedad >85% + 5-9 dias 18-35 dias 2.0-3.9x
uv

Las combinaciones mads deletéreas involucran temperatura elevada con alta humedad,
reduciendo detectabilidad a menos de dos semanas. Esto adquiere relevancia critica para
regiones tropicales y subtropicales donde estas condiciones coexisten naturalmente. La
combinacion de tres factores adversos (calor, humedad, UV) representa el escenario mas
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extremo, con pérdida completa de detectabilidad en 5-9 dias, aproximadamente un orden de
magnitud mds rapido que cualquier factor individual.

Los mecanismos de sinergia involucran circuitos de retroalimentacién positiva: temperatura
elevada acelera crecimiento microbiano facilitado por humedad, los metabolitos microbianos
alteran pH local exacerbando desnaturalizacion proteica, y la degradaciéon estructural
incrementa exposicion de croméforos a fotdlisis UV. Este conocimiento mecanistico sugiere que
estimaciones de tiempo transcurrido desde deposicion de manchas deben considerar perfiles
multifactoriales completos de exposicién ambiental, no extrapolaciones simplistas de estudios
unifactoriales.

6. Casos forenses relevantes y lecciones aprendidas
La revisidn extrajo datos de casos reales que ilustran estos fenémenos:

. El Caso de la Mezclilla: Falsos positivos generalizados por quimicos de fabricacidn,
resaltando la necesidad de probar areas "negativas" de control (90).

° Restos Oseos y Luminol: Uso exitoso en huesos antiguos, demostrando la persistencia del
hemo en matriz 6sea (49).
. Limpieza con Lejia: El uso de urea 8M permitié distinguir sangre de una escena limpiada

deliberadamente con cloro, resolviendo un problema clasico de "crimen perfecto" (55).

° Pisadas y Transferencia: Aunque el luminol detectd huellas de pisadas tras multiples pasos,
la recuperacién de ADN de esas huellas secundarias fue muy pobre, indicando que el
rastro quimico viaja mas lejos que el bioldgico util (59).

Tabla 5. Casos documentados de resultados presuntivos erroneos en investigaciones forenses.

Caso Prueba Resultado Confirmacion Sustancia Real Consecuencia Legal
Utilizada Presuntivo

Reino Unido Luminol Positivo (manchas Negativo (inmuno) Blanqueador Busqueda casa equivocada

2019-A paredes) residual

EE.UU. 2020-B Kastle-MeyerPositivo (cuchillo) Negativo (ADN) Oxido férrico Arresto erréneo (liberado)

Australia Luminol Negativo (escena) Positivo (LCV-HSI)  Sangre degradada Escena descartada

2021-C uv prematuramente

Espafia 2019- Hemastix Positivo (vehiculo) Negativo Peroxidasa vegetalRetencion vehiculo 45 dias

D (espectroscopia)

Canada 2020- Luminol Positivo (bafio) Negativo (inmuno) Perdxido Confiscacién propiedad

E desinfectante

Estos casos documentan tres escenarios principales de error: (1) falsos positivos que condujeron
a desviacidon de recursos investigativos hacia individuos o ubicaciones inocentes, (2) falsos
negativos que resultaron en descarte prematuro de evidencia genuina, y (3) sobre-
interpretacion de resultados presuntivos positivos sin confirmacién independiente adecuada.
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El caso Reino Unido 2019-A ilustra consecuencias de falsos positivos: luminol aplicado en
domicilio de sospechoso produjo fluorescencia intensa en paredes de cocina y bafio,
interpretada inicialmente como indicativa de limpieza de sangre. Analisis confirmatorios
mediante inmunocromatografia (anticuerpos anti-hemoglobina humana) resultaron negativos,
identificdndose eventualmente residuos de blanqueador doméstico como fuente de sefial. La
busqueda invasiva y retencién del sospechoso durante 72 horas generaron quejas formales por
violacion de derechos.

Conversamente, el caso Australia 2021-C ejemplifica falsos negativos peligrosos: luminol
aplicado en escena exterior con sospecha de homicidio resulté negativo, interpretdndose
erroneamente como ausencia de sangre y condujo a descarte de la ubicacion como escena
primaria. Reevaluacién posterior mediante tecnologia de imagen hiperspectral de cristal violeta
leucomalaquita (LCV-HSI) identific6 manchas de sangre extensamente degradadas por radiaciéon
UV y temperatura. La demora de 3 semanas en identificacidn correcta de escena comprometié
preservacion de evidencia adicional.

El analisis agregado de estos 19 casos revela que falsos positivos fueron mas frecuentes en
escenas interiores con historia de limpieza (63.2% de casos), mientras falsos negativos
predominaron en escenas exteriores con exposicion ambiental prolongada (78.6% de casos).
Esta dicotomia sugiere que los perfiles de error de pruebas presuntivas exhiben sesgos
contextuales predecibles.

De manera preocupante, en 7 de los 19 casos (36.8%), resultados presuntivos positivos
contribuyeron a decisiones judiciales (emision de 6rdenes de busqueda, arrestos, confiscaciones)
sin confirmacién analitica previa, violando protocolos recomendados que establecen que
pruebas presuntivas nunca deben constituir evidencia concluyente independiente. Este hallazgo
subraya deficiencias en comprensién de limitaciones de pruebas presuntivas entre operadores
del sistema judicial y la necesidad urgente de educacién forense para abogados, jueces y
jurados.

7. Tecnologias emergentes y métodos alternativos

Doce estudios evaluaron pruebas alternativas o mejoras tecnoldgicas disefiadas para superar
limitaciones de métodos tradicionales (Tabla 6).

Tabla 6. Tecnologias emergentes para deteccion presuntiva de sangre.

Tecnologia Principio Sensibilidad  Especificidad Ventajas Principales Limitaciones
vs. Luminol  vs. Luminol Actuales

Imagen Firmas espectralesComparable  Superior (+15- No destructiva, Equipo costoso

Hiperspectral (HSI) hemo (94-97%) 25%) documentacion (S50k-200k)
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Biosensores Amperometria Superior (+8- Superior (+20- Cuantificacién, Requiere calibracién,
Electroquimicos hemoglobina 12%) 30%) miniaturizacion interferencias idnicas
Fluorescencia Excitacion 450-  Inferior (-15- Inferior (-10-  Portabilidad, bajo Baja sensibilidad,
Ultravioleta 470 nm 25%) 20%) costo fluoroéforos ubicuos
Luminol Modificado Formulacidn Similar (+3%) Superior (+8-  Menor interferencia Costo 3-5x mayor
(Bluestar) mejorada 15%) vegetal
LIBS (Laser-Induced Espectroscopia  Comparable  Superior (+25- Identificacidn Destructivo, equipo
Breakdown) atémica (91-95%) 35%) elementos, remoto complejo

Las tecnologias de imagen hiperspectral (HSI) emergen como la alternativa mas prometedora,
ofreciendo sensibilidad comparable a luminol (94-97%) pero especificidad significativamente
superior (87-92% vs. 72.6% del luminol tradicional). El principio subyacente implica captura de
firmas espectrales Unicas del grupo hemo en rangos 400-700 nm mediante cdmaras
multiespectrales, permitiendo diferenciacion de interferentes basada en perfiles completos de
absorcion/reflectancia en lugar de reacciones quimicas binarias. Adicionalmente, HSI presenta
ventajas criticas de no-destructividad (preserva muestras para andlisis confirmatorios) vy
generacion de documentacion digital archivable de patrones de manchas completos.

Sin embargo, la adopcién amplia de HSI enfrenta barreras econdmicas significativas: sistemas
comerciales cuestan $50,000-5$200,000 USD, comparados con $50-$200 para kits de pruebas
guimicas tradicionales, limitando su disponibilidad a laboratorios forenses de agencias grandes
o centralizadas.

Los biosensores electroquimicos representan otra avenida de innovacidn, empleando deteccién
amperométrica de hemoglobina mediante electrodos modificados con mediadores redox.
Estudios de validacidn reportan sensibilidad 8-12% superior a luminol y especificidad 20-30%
superior, con la ventaja adicional de cuantificacién de concentracion hemadtica (relevante para
estimacion de volumen de pérdida de sangre). Desarrollos recientes en microfluidica permiten
miniaturizacion de biosensores a dispositivos portatiles del tamafio de smartphones.

No obstante, estas tecnologias permanecen en fases de validacidn forense y enfrentan desafios
de estandarizacion, robustez en condiciones de campo variables, y establecimiento de cadena
de custodia para dispositivos electréonicos que generan datos digitales versus reactivos quimicos
fisicos.

DISCUSION

Esta revision sistemadtica sintetiza evidencia actualizada sobre el desempefio de pruebas
presuntivas para sangre en contextos forenses, revelando un panorama matizado de fortalezas
significativas y limitaciones criticas que deben informar tanto la practica investigativa como la
interpretacion judicial de evidencia.
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Sensibilidad robusta, pero especificidad limitada:

La sensibilidad consistentemente elevada (>90%) de las tres pruebas presuntivas principales
confirma su utilidad fundamental como herramientas de screening inicial en investigaciones
criminales. La capacidad del luminol de detectar sangre diluida hasta 1:100,000 es
particularmente notable, permitiendo identificacion de manchas latentes que han sido
limpiadas extensivamente o han sufrido degradacidon sustancial. Nuestros hallazgos de
sensibilidad del luminol (96.4%) son altamente consistentes con metaanalisis previos de Weber
et al. que reportaron 95.8% (32), aunque superan los valores de estudios individuales mas
antiguos como Quickenden y Creamer que identificaron sensibilidad de 91.2% (33),
probablemente reflejando mejoras en formulaciones comerciales de luminol en afios recientes.

Sin embargo, la especificidad moderada (72.6-84.3%) representa una limitacién significativa que
requiere reconocimiento explicito en protocolos operativos y testimonio pericial. Nuestro
hallazgo de especificidad del luminol de 72.6% es comparable a los 75.3% reportados por Barni
et al. en evaluaciones de laboratorio (34), pero notablemente inferior a estimaciones de
fabricantes comerciales que frecuentemente citan valores superiores a 85% basados en
evaluaciones con paneles limitados de interferentes. Esta discrepancia subraya la importancia
de validaciones independientes extensivas que incluyan diversidad realista de sustancias
encontradas en escenas forenses.

La especificidad de Kastle-Meyer (84.3%) documentada en nuestra sintesis supera
significativamente los 79.2% reportados por Virkler y Lednev en su revisidn exhaustiva de
métodos forenses (35), sugiriendo que variaciones en protocolos de aplicacion —
particularmente uso de controles negativos sistematicos y lectura de resultados en ventanas
temporales estrechas— pueden mejorar desempefio. En contraste, estudios de campo tienden
a reportar especificidades inferiores: Cox reporté apenas 76.4% en analisis de 156 escenas del
crimen reales (36), probablemente reflejando mayor heterogeneidad de interferentes en
contextos no controlados.

El balance entre sensibilidad y especificidad inherente a estas pruebas refleja un principio
fundamental de quimica analitica: pruebas disefiadas para maxima sensibilidad (bajos limites de
deteccién) tipicamente sacrifican selectividad quimica, ya que criterios de positividad menos
estrictos permiten deteccién de senales débiles, pero incrementan reactividad cruzada con
sustancias no-target. Este trade-off debe ser explicitamente comunicado a investigadores y
operadores del sistema judicial para calibrar expectativas apropiadas sobre capacidades y
limitaciones de pruebas presuntivas.

Desafios por interferencias y factores ambientales

Un hallazgo significativo es la expansidn de la lista de sustancias interferentes a mas de 40,
siendo el hipoclorito de sodio (blanqueador) el mas problematico debido a su capacidad de
generar quimioluminiscencia indistinguible de la sangre. Aunque se han desarrollado avances
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metodolégicos como el pretratamiento con urea 8M para neutralizar esta interferencia, su
validacién en campo aun es requerida.

Ademas, se destaca el impacto de la degradacién ambiental, un tema previamente fragmentado
en la literatura. Las condiciones adversas, prevalentes en climas tropicales y subtropicales
(temperatura, humedad, radiacion UV), pueden reducir la sensibilidad (causando falsos
negativos) y alterar la matriz sanguinea afectando la especificidad. La falta de marcos de
interpretacion que consideren el contexto ambiental y el tiempo de exposicion puede llevar al
descarte erréneo de evidencia o a la sobre interpretacion de sefiales. Asimismo, el desempefo
varia segun el sustrato, con reducciones de sensibilidad en ciertos materiales porosos y no
pOrosos.

Variabilidad del operador y reproducibilidad

La revisiéon identifica una variabilidad inter-operador preocupante (Kappa=0.64-0.89),
especialmente ante senales débiles o ambiguas. Esto sugiere que la interpretacién incluye un
componente subjetivo sustancial, lo que plantea problemas de reproducibilidad justo en las
situaciones donde la precisién es mas critica. Este hallazgo resuena con las preocupaciones del
PCAST sobre la falta de tasas de error conocidas en métodos forenses.

Implicaciones forenses y judiciales

Los hallazgos exigen un cambio urgente en la comunicacidon de resultados. La terminologia
tradicional "positivo para sangre" se considera cientificamente inexacta; se propone adoptar
frases como "reaccidén presuntiva positiva, consistente con sangre, pero no confirmatoria",
enfatizando la incertidumbre metodoldgica. La revisién subraya la necesidad absoluta de
pruebas confirmatorias en todos los casos, ya que los falsos positivos pueden desviar
investigaciones y agotar recursos en sospechosos inocentes.

El analisis también aborda las dimensiones de justicia social, sefialando que los errores forenses
afectan desproporcionadamente a poblaciones vulnerables y minorias raciales, quienes
frecuentemente carecen de defensa legal robusta. El Innocence Project ha vinculado
interpretaciones forenses errdneas con numerosas condenas injustas. Por tanto, mejorar la
validez de estos métodos es un imperativo de justicia y equidad. Se recomienda implementar
revisiones independientes por un segundo examinador "ciego" como medida de control de
calidad, una practica comun en medicina, pero no universal en criminalistica.

Limitaciones del estudio y de la literatura actual

A pesar de sus fortalezas metodoldgicas, como el uso de directrices PRISMA y evaluaciones de
calidad (QUADAS-2, GRADE), la revision enfrentd limitaciones. La heterogeneidad de los
estudios impidid realizar meta-analisis cuantitativos, y existe un sesgo geografico hacia estudios
de América del Norte y Europa, limitando la generalizacion a regiones tropicales. Ademas, la
mayoria de las investigaciones se realizaron en laboratorios controlados, creando una brecha
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persistente con la complejidad de los casos reales de campo. Notablemente, solo el 4.1% de los
estudios reportaron datos sobre reproducibilidad inter-laboratorio .

Direcciones futuras
La discusion delinea prioridades claras para la investigacién futura:

e Estudios inter-laboratorio: Es urgente establecer rangos de referencia estandarizados
mediante estudios colaborativos, similares a los modelos de analisis de ADN.

e Modelado ambiental: Se requiere investigar los efectos sinérgicos de factores
ambientales para crear modelos predictivos que informen una interpretacién
contextualizada de la degradaciéon de muestras.

e Validacion de nuevas tecnologias: Métodos como el andlisis espectral cuantitativo y la
videografia de alta velocidad deben validarse en condiciones de campo para mejorar la
especificidad.

e Impacto del cambio climatico: Es critico evaluar cdmo los eventos climaticos extremos
afectan la evidencia biolégica y adaptar los protocolos consecuentemente.

e Comunicacién y entrenamiento: Se necesita investigacion social sobre cémo comunicar
efectivamente la incertidumbre a jurados y jueces, ademas de programas de
entrenamiento continuo para profesionales que aborden la interpretacién de resultados
ambiguos.

En conclusidn, aunque las pruebas presuntivas siguen siendo herramientas indispensables, su
uso en el siglo XXI requiere un reconocimiento explicito de sus limitaciones. La integracién de
protocolos adaptativos, la comunicacién transparente de la incertidumbre y la validacién
continua son esenciales para mantener la integridad de la evidencia forense y proteger el
sistema de justicia.

CONCLUSIONES

Esta revision confirma que las pruebas presuntivas como el luminol y Kastle-Meyer son
herramientas invaluables debido a su sensibilidad excepcional (>96%), permitiendo la
localizacion de manchas diluidas o invisibles. Sin embargo, esta ventaja conlleva una
especificidad limitada (72-84%) y una susceptibilidad a mas de 40 interferentes (como el
blanqueador), resultando en tasas de falsos positivos del 15-28%. Estos hallazgos confirman que
estos métodos son estrictamente presuntivos y no confirmatorios. Por consiguiente, es
imperativo reemplazar la terminologia "positivo para sangre" por "reaccion presuntiva positiva"
para comunicar adecuadamente la incertidumbre cientifica. Asimismo, la implementacién
sistematica de pruebas confirmatorias (analisis de ADN o inmuno-cromatografico) es esencial en
todos los casos para mantener la integridad de la evidencia y prevenir errores judiciales.
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Los factores ambientales ejercen un impacto profundo en la validez de las pruebas.
Temperaturas superiores a 37°C y humedad extrema (>75%) aceleran la degradacién de las
muestras. Un hallazgo critico es que la actividad catalitica de la hemoglobina persiste incluso
tras la destruccién del ADN por calor, lo que permite obtener pruebas presuntivas positivas en
muestras genéticamente inviables. La revision documenta efectos sinérgicos donde la
combinacion de calor y humedad acelera la degradacién exponencialmente, algo especialmente
relevante en climas tropicales. Ademas, la variabilidad del sustrato introduce heterogeneidad en
la sensibilidad. Por tanto, los protocolos de interpretaciéon deben considerar obligatoriamente el
contexto ambiental, el sustrato y el tiempo de exposicién, entendiendo que un resultado
negativo podria indicar degradacién extrema y no necesariamente ausencia de sangre.

Para fortalecer la confiabilidad forense, se proponen recomendaciones basadas en evidencia:
adoptar terminologia precisa, implementar un enfoque secuencial de andlisis (presuntiva =
confirmatoria - ADN), estandarizar protocolos de interpretacion contextual y establecer
revisiones por un segundo examinador "ciego" para resultados ambiguos. También se urge a
realizar estudios de reproducibilidad inter-laboratorio y validar tecnologias emergentes que
mejoren la especificidad. Finalmente, mejorar esta fiabilidad técnica constituye un imperativo
de equidad vy justicia, esencial para proteger tanto a victimas como a acusados de las
consecuencias devastadoras de la evidencia malinterpretada.
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